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VECTEURS AOENOVIRAUX DEFECTIFS ET UTILISATION EN THERAPIE. GENIQUE 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. EUe conceme egalement les compositions 
pharmaceutics contenant lesdhs vecteurs viraux. Phis particuKerement, la presente 
invention conceme des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La therapie genique consiste a corriger une dSficience ou une anormalhe 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction dune information genetique 
dans la cellule ou I'organe affect*. Cette information genetique pent tee introduce soh 
in vitro dans une cellule extraite de I'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduce 
dans Porganisme, soh directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
diflfcrentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transection 
imphquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de protemes nucleates (Kaneda et al., Science 243 (1989) 
375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de 
hposomes (Fraley et aL, LBioLChem. 255 (1980) 10431X etc. Plus recemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfer! de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse 4 ces techniques physiques de transfection A cet egard, 
differents vims ont ete testes pour leur capacite a infocter certaines populations 
cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines propriety interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez 
large, sort capables dmfecter des cellules quiescentes, ne slntegrent pas au genome de 
la ceOule infectee, et n'ont pas ete associes a ce jour a des pathologies importartes 
chez rhomme. 

Les adenovirus sort des virus a ADN double brin lineaire (Tune taille de 36 kb 
enviroa Leur genome eomprend notamment une sequence inversee repetee (TTR) 4 
leur extremity une sequence d'encapsidation, des genes precoces et des genes tardifs 
(Cf figure 1). Les principaux genes precoces sort les genes El (Ela et ElbX E2, E3 et 
E4. Les principaux genes tardifs sort les genes LI 4 L5. 



Compte torn des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
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ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (0-gaI, OTC, a- 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, I'adenovirus a ete modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
constructions decrites dans l'art anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
(Ela et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desqueues sont inserees les sequences 
d'ADN heterologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al.. 
Gene 50 (1986) 161). Neanmoins, les vecteurs decrits dans l'art anterieur presentent 
de nombreux inconvenients qui limhent leur exploitation en therapie genique. En 
particulier, tous ces vecteurs component de nombreux genes viraux dont l'expression 
in vivo n'est pas souhaitable dans le cadre d'une therapie genique. De phis, ces vecteurs 
ne permettent pas Incorporation de fragments d'ADN de tres grande taille, qui 
peuvent etre necessaires pour certaines applications. 
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La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. La presente 
15 invention decrit en effet des adenovirus recombinants pour la therapie genique, 
capables de transferer de maniere efficace de l'ADN (jusqu'a 30 kb) in vivo, d'exprimer 
a des niveaux eleves et de maniere stable cet ADN in vivo, en Iimitant tout risque de 
production de protemes virales, de transmission du virus, de pathogenidte, etc. En 
particulier, il a ete trouv* quH est possible de require considerablement la taflle du 
20 genome de I'adenovirus, sans empecher la formation d'une particule virale encapsidee. 
Ceci est surprenant dans la mesure ou il avait ete observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovirus, que certaines sequences distributes le long du genome 
etaient necessaires pour une encapsidation efficace des particules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs possedant cfimportantes deletions internes etait fortement 
25 limitee. La presente invention montre egalement que la suppression de l'essentiel des 
genes viraux n'empeche pas non phis la formation d'une telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtenus conservent, en depit des modifications 
importantes de leur structure genomique, leurs proprietes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stability in vivo, etc. 

Les vecteurs de 1'invention sont particulierement avantageux puisqu'ils 
permettent l'incorporation de sequences d'ADN desirees de tres grande taille. D est 
ainsi possible d'inserer un gene d'une longueur superieure a 30 kb. Ceci est 
particulierement interessant pour certaines pathologies dont le traitement necessite la 
co-expression de plusieurs genes, ou l'expression de tres grands genes. Ainsi par 



30 



WO95/02«97 



PCT7FR94/00851 



3 



««npl* dam le cas de la dy*rophie musculaire, il -'eta* pas possible juacu* Dr&e™ 
(8tadeUdyst ro pWne)ennd SO i,des.gra«dettiIle(l4kb). paUMlogie 
vector, de IWemion som <J-aMB ^ 

sont rortement nSduits voire supprimes. ^ 

acfant* ^J^ 6 f0Umh ^ des ^cteurs viraux particuUerement 

adapts au transfert et a l'expression in vivo de sequences d'ADN desirees. 

Un premier objet de la presente invention concerne done un adenovirus 
recombinant defectifcomprenant : adenovirus 

- les sequences ITR, 

- une sequence pennettant l'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, 
etdanslequel : 

- le gene El est non fonctionnd et 

- au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fbnctionneL 

. ^ . SeM *J U prtsente le terme -adenovirus defectiT designe un 

^dement, le genome des adenovirus defectife selon la presente invention est done 
d^ounru au moms des sequences neceasaires a la replication dudit virus dans la cellule 
-to* .Cm radons peuvent etre soit elinrinees (en tout ou en partie), soh rendues 

2 ^ "* Paf tfaUtres « "otamment par " 

sequence d'ADN heterologue. p 

_ , LeS Jf qUCn0eS inVers ^ es (TTR) constituent l'origine de replication des 

adenovirus. EUes sont localisees aux extremhes 3' et 5' du genome viral (Cf figure 1) 
d oa eUes peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologic 
moleculauj connues de lHomme du metier. La sequence nucleotide des sequences 
mi des adenovirus Inunains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la imerature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
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Concernant 1'addnovinis Ad5 oar ecemni. i ^ 

« caw), W ^^r ' itr? r" ( " ottrameM cavi 

| yp*2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5).^^ ca *6 de la pr&ente invention Ics adenovinjs de 

- Cr^'^rr* * p— ^ 

(cr **** m i^^^T? *" ta * dte * - * «— 
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done paruculierement avantageuse puisque les risques inh&ents a Utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore phis faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utffisables dans ie cadre de la presente 
invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et aL, 
Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV)! 
Phis particuHerement, parmi les adenovirus aviaires, on pent citer les serotypes 1 a 10 
accessibles a 1'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432). 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR-829). T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bavins, on petit 
uttttser les different serotypes connus, et notamment ceux disponibles a 1'ATCC (types 
1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), I'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
I'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee a 1ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203 
etc. ' 

De preference, parmi les differents adenovirus d'origine animal e, on utilise 
dans le cadre de l'invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 
canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait 1'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Part anteneur (Spibey et al., J. Gen. 
Virol 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITRont et6 clones 
et sequences (voir notamment Spibey et aL, Virus Res. 14 (1989) 241; LmmS, Virus 
Res. 23 (1992) 1 19, WO 91/1 1525). 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention component 
une sequence d'ADN hfterologue. La sequence d'ADN heterologue designe toute 
sequence d'ADN introduite dans Ie virus recombinant, dont le transfert et/ou 
l'expression dans la cellule cible est recherchee. 

En particulier, la sequence d'ADN heterologue peut comporter un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 
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fhomme, notamment centre des microorganisms ou des virus. II peut s w 
notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus HIV 
du virus de Hepatite B fEP 185 57^ a„ ,~ j , , ' 
... , ^ KBr 185 573 >» du v>nis de la pseudo-rage, ou encore 

specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, la sequence d'ADN heterology comprend egalement des 

pept,de anngemque dans la cellule infectee. n peut s'agir des sequences quHLt 
n^ement responsables de 1'expression du gene considere lorsque ces sequences 
«. susceptible* de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement Igir de 

2r^£ri tr- (responsab,es de 

meme synmeuques). Notamment, 1 peut s'agir de sequences promotrices de genes 

T P " ""^ U ^ de ^ uences trices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, U peut s'agir de sequences 
Pnm^ces issues du genome d*n virus, y compris I'adenovirus uZ. A 
onpeut ater par exemple les promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc En 
outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 

* 'Elation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insert ne comportTpas de 
fences depression, I peut etre insert dans le genome du virus defectif en aval 
dune telle sequence. 

Par ailleurs, la sequence d'ADN heterology peut egalement comporter, en 
" *" therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 

therapeunque synthetase dan, les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais U peut 
sagn de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou dune sequence signal 

, oin ^" U " e , indiqu6 Ci " avant ' les vecteur * de 1'invention possedent au moins lun 
des genes E2, E4, L1-L5 non fonctionnel. Le gene viral considere peut etre rendu non 
foncuonnel par toute technique connue de 1-homme du metier, et notamment par 
suppresaon, substitution, deletion, ou addition dune ou plusieurs bases dans le ou les 
genes considered De telles modifications peuvent etre obtenues iojdtm (sur de I'ADN 
.sole) ou mm par exemple, au moyen des techniques du genie genetique, ou encore 
par traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Parmi les agents mutagenes, on peut citer par exemple les agents physiques 
tels que les rayonnements energetiques (rayons X, g, ultra violet, etc.), ou les agents 
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chimiques capables de reaeir aver. Hiffit™^ 

I^tane mm. (EMS), H^. 

et/ou de tow ou «rte d e u r*m™ Paitie de la region codante dudit gene, 

"OPresaion p M , IT JeJ^T ZT* " '' MSC,i,>,iM ' ** *~ U 
approp„««, puis ^ ^JV?""- " *» sanction 

I«modiScalioMgea«quespeijvOTei>itf«™^ i. 
E^ol Offll (1983) 2021 B J , ' " * ™ tato « t *»« P« Rothatem [Med,. 

* -a a^Z~ IntT 1 reCO "* taiSO " 
mutante. p e s6{ l uence non fonctionneUe ou 

-o^^ ^ h partie 

nfeions responsables de l'expression H 1 ! * ^ dans les 

production dune proteine inactive JT™ , *"* 86 mai&ster la 
^onformationeUes parZenc^T T * modificati ^ «ructuraies ou 

une activite ^^tZ^T ^^ 0 ^^^ 
-enue ou scion l^E^ST * ^ 

Par aiDeurs, certaines alterations telles que des ^ 
nature capables d'etre wrrieees o„ - mutations ponctuelles sont par 

particular prtfee „ lm *" lroa » i"*"*. H eat done 

outo^ Prt ^ - ~ *«— - »■» dw oeleuoo ^ 

^t^Td-S^ reconfctaMS ^ * *— « 
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- les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E2 

Un autre mode particulieremem avantageux de .'invention consiste en un 
adenovirus recombinant deTectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN h&erologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4. 

Imventin^T *" ^ ^ ™uuageux, les vecteurs de 

1 mvenuon possedent en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d^n promoteur 

l^Z'v ™ eUeme "> leS -teurs possedent une partie du gene E3 
pemettamrexpressiondelaproteinegpl9K 

daw l"™" 4 " C °° SiSte 4 ' nmsfec,er rADN * recombtamt 

eoup&ente, oVst-i-dir. toaa les f0ncti0M 
«^™-> *• virus defect C« fcncuons «,„, p^^^ ^ 

* U eellul,. o« „ui p^ tfeviter Ies ^ de ^ 

cellulaires est decnte dans les exemples. 

Une seconde approche consiste 4 co-transfecter dans une lignee cellulaiie 
.pppropr*. PADN du virus recotnbinan. defccuf popart in vhro (soh p* hgatu™ 
«>« sous fcnne de piasntide) et l'ADN <ftm virus heh*r. Seton cett. ntefcode. Lest 
pas n&essaue de disposer fune lignee ceUuWre competente capable de complimenter 
tou.es les foncuorc defective, de 1'sdenovhus recombinant. Une partie d. ces 
fonctio* est en eft. compldn*** par le virus helper. C. vuus helper dot. lui-mem, 
« '* Port, en trans ,es fc„ct iora nScBMires 4 M * 

complemenatton. L> priparatioo tfadinovirus recombinant* defect* de rmvention 
selon cette methode est egalentent ilhistree dans les exemples. 
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precedemment. En particulier, eUe conceme les Iignees X a - 
• ^^^orne^esr^^ 

proteine 72K), et/ou E4 et/ou u „- j inotaament la reg,on codant pour la 

euement, ces bgnees sent obtenues 4 parte de la lignee 293 ou gm DBP6. 

precZment £ tZLlt ?T" reC °' nbi,,antS ^ *" d *** 
*, ^ s compositions pharmaceutiaues Ha 

fonnuleesenvuedW a H M ;„;-* q de lmventl0n peuvent etre 

' US cutan6e - mtraoculaire, transdermique, etc. 

Phannac^^^t C ° mP ° Siti ° n PhanMC « "*» «*« des vehicules 
pnarmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable n n«- * 
particulier de solutions saline r~u~ u . ™jectaoie. n peut s'agir en 

solute ujaoX P'^ogK.ue, „«„«„„, „ ^ ^ 

recheLe iC^^T ■ T""- «—•*«»***. 

Mlluhireappromi.Se IT ddenra, » P» dW culture 

appropr.ee. et meare. ge„6ralemem apres 5 joura, du nombre de plages d. 
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cellules infectees. Les techniques de determination du titre pru d-une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

Selon la sequence d'ADN heterology inseree, les adenovirus de 1'invention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
mcluant les maladies genetiques (dystrophic fibrose cystique, etc), les maladies 
neurogegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies Iiees 
aux desordres de la coagulation ou aux dysUpoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SIDA, etc), etc. 

La presente invention sera plus complement decrite a l'aide des exeraples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legends if s fimrn 

Rgure 1 : Organisation genetique de l'adenovirus Ad5. La sequence complete de 1'AdS 
est d,spon.ble sur base de donnees et permet a ITiomme du metier de selections ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
Figure 2 : Carte de restriction de l'adenovirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibeyetalpreche). 

Rgure 3 : Construction de vims defectus de 1'invention par ligature. 
Figure 4 : Construction d-un virus recombinant portant le gene E4. 
Figure 5 : Construction d'un virus recombinant portant le gene E2. 
Figure 6 : Construction et representation du plasmide pPY32. 
Figure 7 : Representation du plasmide pPY55. 
Figure 8 : Representation du plasmide p2. 

Figure 9 : Representation du plasmide intermediaire utilise pour la construction du 
plasmide pITRL5-E4. 

25 Figure 10 : Representation du plasmide pITRL5-E4. 
Technimies g£n&ate a* hi^ at , it , mni^,,^,-^ 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide la 
30 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines'au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu saUn par de 
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1'ethanol ou de Ksopropanoi, la transformation dans Escherichia ~> 
du fcomfaseur U deaJZ/^^ <B "" abs) •*» ta K^cMions 

■P^fiWiOMdufitecfflt <W °" ^ Ce6,S) 



(1977) » U Sl d Li -aw—H bum™, 293 (Grataln « al., J. G«. V™. 36 
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-Lignee de cellules humaines KB : Issue d*un cardnome epidermique humain, 
c^hgnee est accessible a 1'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions penxZnt 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d«un carcinome de 1'epitheUum 
human, cette lignee est accessible a 1'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 
permettant sa culture. 

MDCK on ete deentes notanunent parMacatneyet aL, Science 44 (1988) 9 

r " e Ce " U " !S DBP6 <Bra,gh « 190 0992) 624) 

am bga* , m coasftuee de ceUules Hela portant le gene E2 tfadenovi™ sous ie 
controle du LTR de MMTV. 



EXEMPT 
Exemnl* 1 



Cet exemple demontre la faisabilite d«un adenovirus recombinant depourvu de 

IT A" 68 ^ P0Ur °*' UDe S&ie de -^ts de deletion dans 
^lenovxrus a ete constxuhe par ligation in vitro, et chacun de ces mutants a ete co- 
transfecte avec un virus helper dans les cellules KB. Ces ceUules ne permettant pas la 
propagation des virus defectifs pour El, la implementation porte sur la region 

Les different* mutants de deletion ont ete prepares a partir de l'adenovirus 
I Par dlgeStl ° n puis U « ation m vitro. Pour cela, l'ADN viral d'AdS est isole selon la 

o^^lT * " * ° ^ 63 (1989) 5133) « —* * ^estion en 
presence de dnTerentes enzymes de restriction (Cf figure 3), puis Ie produit de la 

djgesuon est hgature en presence de T4 DNA ligase. La taille des different* mutants de 

deleuon est ensuite controlee sur gel SDS agarose 0,8%. Ces mutants sont ensuhe 

cartograph.es (Cf figure 3). Ces differents mutants comportent les regions suivantes • 

mtl : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-20642(SauI) et (SauI)33797-35935 

mt2 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-19549(NdeI) et (Ndel)3 1089-35935 

mt3 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-10754(AatII) et (AatH)25915-35935 

mt4 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-1 13 1 l(MmI) et l>fluI)24392-35935 

mt5 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-9462(SaH) et (XhoI)29791-35935 

mt6 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-5788(XhoI) et (XhoI)29791-35935 

mt7 : Ligation entre les fragments d'Ad5 0-3665(SphI) et (Sphl)3 1224-35935 
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KB, en prf*-. de ZT" " */; CtaJ «™«- *> (1992) 626) <tas les 
par* de chaque (Schantfllon. YAW 1 ? cha ^ e transection. A 

^ iirrrrsr ^ rtr sir.,— * 

CM, prelevees « n^,, u „. . * vm " °« <*servees to cheque 

regions : " »~»°oo.og,e. Ces differed mttma 

comportent 

3^935 — °- 10,78(B ^> ™ « (^2,562- 

Ces mutants, portant le gene LacZ sous control, a 

^nelZr * 8 *f C ° mme ci-dessus, des virus 

ne possedant comme gene viral que la region E4. 

Exemply i 

to"n»reiunplasmide. " e 'P* r » de IADN du vims recombinant 

conanut (figure 4). Ce ptamkte d^gnd n^T^ M V 4 ** 

des foments suivan«s (voir figure ^ ' ** < * te ° U " « %*» 
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n a™ " fra8ment ffindm - Sacn issu du Pl^mide PFG144 (Graham et al, EMBO J g 
(1989) 2077). Ce fragment porte les sequences ITR de 1'AdS en tfte a queue et la 
sequence d'encapsidation : fragment Hindm (34920)-Sacn (352). 

- fragment de I'AdS compris entre les sites SacH (localise au niveau de la 
paire de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245) 

(pb 34)- " fraSment ^ 72 (Pr ° mega) ,es sites P«I (pb 32) et Sail 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GaUX decrit dans Stratford- 
Pemcaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 
du LTR du virus RSV. 

- fragment Xbal (pb 40) - Ndel (pb 2379) du plasmide pSP 72; 

- fragment Ndel (pb 31089) - Hindin (pb 34930) de PAd5. Ce fragment 
localise dans 1'extrernHe droite du genome de l'Ad5 contient la region E4 sous controle 

nLT/rrrr teur - n a m cion * m ™ veau *« ™* 

psr 72 et Hindm du premier fragment. 

Ce plasmide a ete obtenu par clonage des differents fragments dans les 
reg,ons md.quees du plasmide pSP 72. 0 est entendu que des fragments equivalents 
peuvent etre obtenus par Wiomme du metier a partir d'autres sources. 

Le plasmide pE4Gal est ensuite cc-transfecte avec l'ADN du virus H2dl808 
dans les cellules 293 en presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est 
ensuite prepare comme decrit dans 1'exemple 1, Ce virus porte, comme seul gene viral, 
le gene E4 de l'adenovirus AdS (figure 4). Son genome a une taffle de 12 kb environ, 
ce qu, permet Imsertion d'ADN heterologue de tres grande taffle Ousqu'a 20 kb) 
Ama, Ihomme du metier peut aisement remplacer le gene LacZ par tout autre gene 
merapeutume tels que ceux mentionnes plus haut. Par ailleurs, ce virus comporte 
certames sequences issues du plasmide pSP 72, qui peuvent etre eliminees par les 
techniques classiques de biologie moleculaires si necessaire. 

Cet exemple decrit la preparation d'un autre adenovirus recombinant defectif 
selon Invention par co-transfection, avec un virus helper, de l'ADN du virus 
recombinant incorport a un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de l'Ad5, la sequence 
d'encapsidation, le gene E2 de l'Ad2 sous controle de son propre promoteur et, comme 
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i*» suivam, (voir flg^ 5) * ™ * * e obl "" P» elorag, « Bgatoe 

P*» ce bases 38 J7) « PsalSLT ^ ^ (, ° C *' i * - * 

*.phsmidepSP72. ^ * P*°^ « do site Pstl (32) 

(pb34); • < ^ d =^^(^ g ,)co fflprismtrelM , taPsa(fA32)MStii 

P^j^c,^^; J" « ** <Uos Stratford- 
*■ L1R du virus RSV. a . « doniL Pme fe **» ^ sous conlrole 
PSP72. ^ < *^' , '" Vraud "*«S 1 UI (34) etXb^du placid, 

B^T" ^ * H (Pr0me8a) — '« - »». 0* 34) « 

I*— de pbospta,. de ^ * "* 5 > «7) °ans i=s cdtata 293. «n 

«crit <Uns rexempl, 1. c virus ™T reCOMb,mn ' " <***>•> P*Pfe comm. 

1'msertion d'ADN beterobgue de tres e™*!. , 77 ^ ro,1 • " ^ 

»**r peu, aisemeo. rea^^o^ **» 2 ° * 

aUIeors, ee vros oompone oertataes seoueoees 
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issues du plasmide intennediaire, qui peuvent etre M par les techniques 
classiquesdebiologienioleculairessinecessaiTe. techniques 
Exempli* 4 

5 *"* " COnanMio » * <*""W"=s complemenantes 

5 pour les rtgtona El, E2 etlou E4 des adenovinis. Ces lignees 1JTT . 
comedo, d'adenovi™ ^ da ^^~^ 

•vo. recours a un vinte helper. Ces vhua son, obteous par reci^in^.™^ 
peuvem comporter des sequences heterologues important. 

Dans les lignees cellulares decrites, les regions E2 et E4 potentieUement 

t^tt™ i- „ • ( ' 603 • ou le systeme repressible par la 

^ctoe deem par Ocssen e, Bajart (PNAS 89 (,992) 5547). „ est entenTque 
d*£ea ~™ P»-»« «« utilises, «, notion. des ^ d „ L ^ 
Tr"" HMn, '"« d « ■<*»- n^logues d« rtgubtion (region 

*•«•*. corre^d^es, en prtsenee de phosphate de calcium, par un fraZ„ 
. P ° rtm,, «8*°« """quea (regions ,adenovi™a «, 0 u g*„ du receprtuZ, 
gJucceorticoMe.) sous b console Tun promos de b tnmscripti«Tdtn 

nrr ( f e * -r^ 0 * * p- *. «* i. 

-W4. ge« tranafcete, soft . tomhweur diflfceu, comme par exempl. b 

d ADN porte egalemen, un gene pennettan, h selection des cellules ^0,*^ « 
exempte le gene de to reaisrance a b geneticine. Le gene de rtsiaJT^ 
25 ea,bment to, porte par un frtgrn^ d*ADN dffluem, co-ttanafce. avec b pre^eT 
Aprts transfection, lea celblea traiuomtees son. selectionnees et bur ADN 
«tvanalvae pour verifier tlntegmtion du flymen, d"ADN dans b genome 
Cette technique petmet d'obtenir les ligneee celbbiies suivantes • 

1. Cellules 293 possedant b gene de h 72K de h rtgion E2 d'AdS sous 
30 controbduLTRdeMMTV; 

2. Cellules 293 possedant le gene de h 72K de h region E2 d'AdS sous 
controb du LTR de MMTV et b gene du rtcepteur n glucocorticoid* 

3. Cellules 293 possedant le gene de h 72K de b rtgion E2 d'AdS sous 
controle du LIU de MMTV et b region E4 sous controb du LTR de MMTV; 
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4. Cellules 293 possedant le gene de la 72K ri. i. * s „ 
controleduLTRdeMMTV lanWi* ^ ^ d'AdS sous 

du r^cepteur aux glucocorticoids^ controle du LTR de MMTV, et le g&ne 

P-prepro^ 

"» dtattpomfe, de JTLw! ad4nCmnu P 0 ^™ tout dabord 

* feed de « u^t^e^^^ POa4dM<iMK »^' 

cobles m ede™^*^ °" WC,a,r5 P<OVem *" P™»s • d« toea 

*«* * Wper (voir eg*^ exe^T, T«T ~ C0 - ra " Sfecdo " — - 
«mpleniemaiite(e»mple4). 1 - 1 " 3 * «« «" moyen dWe lignee 



5.1 ConaniotiondoplesniidepPY55 
•) ConstnictiondupIaaiiiidepPY32 
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(1989) AVrn ' BC ° *" PFG144 ^ Graham « al. EMBO J. 8 

Ad5. a d abord ete clone entre les sites Xbal et BamHI du vecteur pIC19H, prepare a 
parur d^un contexte dam-. Ceci genere le plasmide pPY23. Une camcteristique 
mteressante du plasmide P PY23 est que le she Sail provenant du multisite de clonage 
du vecteur PIC19H reste unique et qu'il est localise a cote de I'extremite droite du 

lextrenute drorte du genome de 1'adenovirus Ad5, a partir du site Haem localise en 
position 35614, a ensuite ete done entre les sites EcoRV et Xhol du vecteur pIC20H, 
ce qui genere le plasmide pPY29. Une caracteristique interessante de ce plasmide e* 
que les sites Xbal et Clal provenant du multisite de clonage du vecteur P IC20H sont 
localises a cote de la jonction EcoRV/Haem resultant du donage. De plus cette 
jonction modifie le contexte nucleotidique immediatement adjacent au site Clal qui est 

Mae^2811 du genome de 1'adenovirus Ad5 a ensuite ete clone entre les sites Xbal 
« Clal du plasmide pPY29 prepare a partir d'un contexte dam-, ce qui genere le 
plasmide pPY30. Le fragment SstI du plasmide pPY30, qui correspond a la sequence 
du genome de 1'adenovirus Ad5 du she SstI en position 30556 jusqu'a 1'extremite 
droite a enfin ete done entre les sites SstI du vecteur pIC20H, ce qui genere le 
pbsm.de pPY31, dont une carte de restriction de Hnsert localise entre les sites Hindm 
est donnee a la Figure 6. 

Le plasmide pPY32 a ete obtenu apres digestion partielle du plasmide pPY31 
par Bgin, suivie dhine digestion totale par BamHI, puis religature. Le plasmide pPY32 
correspond done a la deletion du genome de 1'adenovirus Ad5 shuee entre le site 
BamHI du plasmide pPY31 et le site Bgin localise en position 30818. Une carte de 
restriction du fragment Hindm du plasmide pPY32 est donnee a la Figure 6 Une 
caracteristique du plasmide pPY32 est qu'il possede des shes Sail et Xbal uniques. 

b) Construction du plasmide pPY47 

Le fragment Bamffl(21562)-Xbal(28592) du genome de 1'adenovirus Ad5 a 
tout dabord ete clone entre les shes BamHI et Xbal du vecteur plC19H prepare a 
partir d'un contexte dam-, ce qui genere le plasmide pPY17. Ce plasmide contient 
done un fragment Hindm (26328>Bgin(28133) du genome de 1'adenovirus Ad5 qui 
peut etre clone entre les sites Hindm et Bgin du vecteur pIC20R, pour generer le 
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plasma. pPY34. Une Cimctttstique de c. plasmide «t que Ie sit. B mH r 

du multisit. d. donsg. «t localis. i nr^il-.s . ~" ' " to B,mHI Provaum 

1 P~du^X^^T 8) ^ TOder * d ^ A - 

Ptaud.ppvi. cgui^r^ , ^ d °^ ra,rel "*«B««ffl«Htodnidu 
Phsmid.^^!,^ plasnude pPY39. Le hp. BsnM-XtsJ du 

(figure 7). '©cause a proximite du site HindHI 

c) Construction du plasmide pPY55 

Le fragment Sall-Xbal du plasmide pPY47 ni*n»ri * JL 
dam-, et qui contient h, / * *^ * partU ' 

Bam^rai^ T P 8& ° me de Ad5 allant du site 

Bamffl(21562) jusqu'au srte Bgin(28133), a ete clone entre Ies sites Sail et tLT 
Plasm.de P PY32, ce qui gen ere le plasmide pPY55 ToLt f„ d " 
^lepourro.tentiond.adeno^ 

^Sl.et^ - sfces 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper E4 dans Ies cellules 
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0) L'ADN du virus Ad-dl324 (Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le 
plasm.de pPY55, tous deux digeres par BamHI, sont d'abord bgatures in vitro puis 
cotransfectes avec le plasmide pEAGal (decrit dans Pexemple 2) dans les cellules 293 

(u) L'ADN du virus Ad-dl324 digere par EcoRI et le plasmide pPY55 digere 
par BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pE4Gal, dans les cellules 293 ' 

fiii) L'ADN de l'adenovirus Ad5 et le plasmide pPY55, tous deux diverts par 
BamHI, sont ligatures puis cotransfectes avec le plasmide pE4Gal dans les cellules 

Civ) L'ADN de l'adenovirus Ad5 digere par EcoRI et le plasmide pPY55 
digere par BamHI sont cotransfectes avec le pEAGal dans les cellules 293. 

Les strategies CO et (u) pennettent de generer un adenovirus recombinant 
delete pour les regions El, E3 et E4; les strategies (Hi) et (iv) permettent de generer un 
adenovirus recombinant delete pour les regions E3 et E4. Bien entendu, l'ADN dun 
vuus recombinant delete pour la region El mais exprimant un transgene quelconque 
peut etre utilise a la place de l'ADN du vims Ad-dI324 selon les strategies CO ou 00 
dans le but de generer un virus recombinant delete pour les regions El, E3 et E4 ei 
expnmant ledit transgene. 

b) Preparation au moyen de ugnees ceUulaires transcomplementant les fonctions 
EletE4 

Le principe repose ici sur le fait quune lignee cellulaire derivee dune lignee 
expnmant la region El, par exemple la lignee 293, et exprimant egalement au moins les 
phases ouvertes ORF6 et ORF6/7 de la region E4 de l'adenovirus Ad5 sous contrdle dun 
promoteur, par exemple inductible, est capable de transcomplementer a la fois pour les 
regrons El et E4 de l'adenovirus Ad5. De telles Ugnees ont ete decrites dans 1'exemple 4. 

Un virus recombinant delete pour les regions El, E3 et E4 peut done etre obtenu 
par ligation in vitro ou par recombinaison in vivo selon les protocoles decrits ci-dessus 
Quelque soit le protocole utilise pour generer les virus deletes au moins pour la region E4, 
un effet cytopathique Cmdiquant la production de virus recombinants) a ete observe apres 
transfection dans les cellules utilisees. Les ceUules ont ensuite ete recoltees, disruptees par 
trois cycles de congelation-decongelation dans leur surnageant, puis centrifugees a 4000 
rpm pendant 10 minutes. Le surnageant ainsi obtenu a ensuite ete amplifie sur culture 
cellulaire fraiche (ceUules 293 pour les protocoles a) et cellules 293 exprimant la region E4 
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particulierement avantageux puisoue TZT f ' " « vecteurs sent 

pro^ee^entto^orSe^ 0 " " "* ^ * ^ * « « 

Plasnudes helper. Ds peU vent £ZT ^ ^t^"**** avec <«^nts 
complement^. ^ prtparts °» '"oyen dlxne lignee 

6.1 Constnactionduplasmidep2 

^P-Banffl^^^r^ " " PIC ' 9R 
(2.5«,«S 5 * t 0 " 6 * *"-*" Ad5 coropris entre les sites BamHI 

.pour u MUS ^r^^T^ ,,,as,artgiML5 
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^SCH&2gAAGCGCGCAAGACCGTCTGAAGATACCTTCAACCCCGTGTATC£iI^2 

(Ballay et al riM7> nrr a c • partlr ** P 1 *™" 1 * pMLPlO 

Vol Zvl. ymP ° S,a ° n m ° Iecu,ar and «»*r biology, New series. 

Vol 70, Robinson et al (Eds) New- York- asi\ n ^ 

l'oligonucleotide de 58 ob 7 * 8 ^ 

nrr" - 40 - « ^ « *sr^- 

*— nirs:^ .tsr reco,nbtaw! d4featfs ~~ - 

.) Preparation par eo-uansfeetion avee un vims helper .tons to cellules 293 
^ P™ 0 ^ repose sur to tramcomplementuion entre un Wvirus- (virus 

(0 L'ADN du virus Ad-dl324 OMnunappaya et aL, Cell 3 1 (1982) 543) e. .« 
"us deu* dig*es per Ban** on, ,ou, d'abord « lignu^^ p»L 

^^)^™," PmU ' 5 - E4 <— * " > *- '« 293 

Bam m . , V " tt * Ad " dB24 Par 500111 « te P^e p2 digeni par 

B<unHI son, conuanftc.es, .vec 1. phsnl i de pITOL5 .E4, dans les ceuules 293 

ft.) LADN de l^enovirus Ad5 « le ptoanide p2, reus deux digeres par 
B-H son, ngaures pu,s coonnsfec.es avec ,. ptosmid, P nKL5-B4 dans 1« cell! 

narBsJ? ^ * '' a< ' < °° Vin ' S ^ *** ** Ec0W « te P""*" «W« 
parBaaM S on,oo tt ansfec,esaveclepITRU.E4dansIescenules293. 
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un ade^ ^ IS 
W-* FADN dta vtos recombtan, deTeTpour u STeTL 

raraifleurs, dot egalemeot possible d'wiiiser™»i! m i.. ,. 
d'exprtaer les nSsons El Bl .. t , coffl l ,te ™™"m« capable 

vta» hdp*. ^ E1 " * s'^mcWt touleme* de Pemploi dW 

*s coJTdLtt^p^ ^""^ ™ « ^ d™ 
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BEyEMDICAHQMS 

1 Adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant 1'encapsidation, 
5 -une sequence d'ADN heterologue, 

et dans lequel le gene El et au moins un des genes E2, E4. L1-L5 est non fonctionnel. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est d'origine 
humarne, animale, ou mixte. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
10 dongme humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C, de preference 

parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

4. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
dongme ammale sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 

13 5 - ^ovims selon hine des revocations precedentes caracterise en ce 

que les genes El et E4 au moins sont non-fbnctionnels. 

6. Adenovirus selon rune des revendications precedentes caracterise en ce 
quil est depourvu de genes tardus. 

7. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend : 
20 - les sequences ITR, 

- une sequence permettant 1'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heteYologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E2. 

8. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend : 
25 - les sequences ITR, 

- une sequence permettant 1'encapsidation, 

- une sequence d'ADN necrologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4. 
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hetentfogue. * f ° ,,C,,onne, •««* pmmoteur 

sanguins, des honnones dec ivm^u . P enzymes, des derives 

NT3. NTS. «c), de, .p^popLS (Zo^o^r; ^,^' " FGF - 
«• "W mMdystrophine, des eenes , " ' •** h 

*i«d.«JLrCZ^77 T" ** ta,,ressi ° n *- ta «** 

15. Adenovirus selon U revendteation 12 <»ra«.««i 
Po«r un peptide rtgenioue eapable d, ^IT* M " ' Iue le «*» <»* 

©cuwiiciit aes sequences permettant 
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18 .AdenovinK selon hme des revendicoions precede*., cwaaerfee en ce 
que h sequence d'ADN heterology comprend, en OT „„ „„ ^ J^Z. ^ 



19. Lignee ceUuhure infectable par un adenovinis comprenant, integrees dans 
son genome, les fonctions necessaires a la complementation dMn l^o«Z 
recombinant defectif selon hine des revendications 1418. 

20. Lignee ceUulaire selon la revocation 19 caracterisee en ce qu'eUe 
comporte dans son genome au moins les genes El et E2 d"un adenovirus. 

comnnrt 21 - Uff ^ 86,00 13 -vendication 20 caracterisee en ce qu'eUe 

comporte en outre le gene E4d'un adenovirus. 

22- Lignee ceUulaire selon la revendication 19 caracterisee en ce qu'eUe 
comporte dans son genome au moins les genes El et E4 d-un adenovirus. 

23. Lignee ceUulaire selon les revendications 19 a 22 caracterisee en ce qu'eUe 
comporte en outre le gene du recepteur aux glucocorticoldes. 

24. Lignee ceUulaire selon les revendications 19 4 23 catacterisee en ce que 
les genes E2 et E4 sont place* sous le controle d'un promoteur inductible. 

25. Lignee ceUulaire selon la revendication 24 caracterisee en ce que le 
promoteur inductible est le promoteur LTR de MMTV. 

26. Lignee ceUulaire selon les revendications 19 a 25 catacterisee en ce que le 
gene E2 code pour la proteine 72K. 

27. Lignee ceUulaire selon les revendications 19 4 26 catacterisee en ce qu'eUe 
estobtenue4partirdelaUgnee293. 

28. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon l'une des revendications 1 4 18. 
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Figure 1 

FEU9LLE.DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEU1LLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEWLLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 




FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FEUtLLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 6 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 95/02697 

PCI7FR94/00851 

7/9 




Figure 7 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 95/02697 



8/9 



PCT7FR94/00851 




Figure 8 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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